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い，１０％fetal bovine serum （FBS） 含有ダルベッコ変法
イ ー グ ル 培 地（Dulbecco’s Modified Eagle Medium: 
DMEM） （日水製薬，東京） により培養した。実験には
５ ％CO２下，３７℃にて培養後のMG-6３骨肉腫細胞を調整
して用いた。
２ ）NEAPP 照 射 装 置（図 １ ）： プ ラ ズ マ はPlasma 
Generator（NUグローバル 社 製， 名 古 屋） により
９ kV，１９kHz/6０Hzで 発 生 させ，ヘリウムガス（ ２ L/
min）を流しながら照射を行った。
３ ）実 験 手 順：９6-well plateにMG-6３ 細 胞 を ５ ×１０３ 
cells/２００μl DMEMになるように 播 種 し，NEAPPを３０
秒，6０秒，１２０秒間直接照射した（図 ２ ）。同一条件のも
のを 4 -wellずつ作成した。また培養液のみのサンプル
も各 4 -well作成して，同様にNEAPP照射を３０秒，6０秒，
はじめに
　ライフサイエンスにおける初期の熱プラズマの使用
は，手術器具の滅菌や粘膜表面の焼灼の目的で利用され
た。しかし，近 年，常 温 の 非 平 衡 大 気 圧 プラズマ
（nonequilibrium atmospheric pressure plasma: 
NEAPP）の医療への応用が注目されており１－３），止血，
創傷治癒の促進，がん治療としての可能性が期待されて
いる4，５）。そこで今回我々は，培養ヒト由来骨肉腫MG-6３
細胞株を用い，NEAPP照射による増殖抑制効果につい
て検討した。
方法
１ ）細胞の調製：MG-6３骨肉腫細胞（財団法人ヒューマ
ンサイエンス振興財団研究資源バンクより購入）を用
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和文要旨
　常温の非平衡大気圧プラズマ（nonequilibrium atmospheric pressure plasma: NEAPP）のがん治療
への応用が期待されている。我々は，培養ヒト由来骨肉腫MG-6３細胞株を用い，NEAPP照射による効
果を検討した。その結果，CCK- 8 アッセイによる細胞増殖実験では，NEAPPの直接照射において対照
群と比較して増殖抑制が認められた（p＜０.０５）。NEAPP照射時間に依存して，照射後48時間までは生
存細胞数が減少した。一方，培養液のみに間接照射した群での細胞増殖抑制は見られなかった。
Abstract
　Nonequilibrium atmospheric pressure plasma (NEAPP) has been focused as a cancer therapy, 
recently. We applied NEAPP on the cultured human osteosarcoma MG-6３ cells. The cell growth was 
inhibited by direct effects of NEAPP compared with control group assessed by CCK-8 (p<０.０５). The 
viable cells decreased time-dependently, and showed cell death phenomenon until 8 hours. On the 
other hand, the growth-inhibition was not observed in the indirect-NEAPP group, which was exposed 
medium-only.
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ないと思われる生細胞が多く残存していることが観察さ
れた。
考　察
　先行研究では，NEAPPにより生成される活性酸素種
（reactive oxygen species: ROS）により卵巣癌の抗腫
瘍効果があると報告されている５）。本研究においてプラ
ズマ照射群の細胞増殖抑制と形態変化が見られたことは
過去の報告と同様であったが，間接照射での細胞増殖抑
制は観察されなかった。すなわち培養液を介した効果で
はなく，細胞へのNEAPPの直接の影響と考えられた。
　NEAPP照射群は48時間値まで細胞増殖抑制が認めら
れるが，７２時間では再び増殖するようになった。その理
由として，NEAPPは培養器のwellの中心部にしか照射
されていないので，培養液を介した効果がないのであれ
ば，周辺の死滅していない細胞が再増殖したものと推察
される。このことからも培養液中に生じたROSの影響で
はなく，直接照射されたNEAPPが細胞死誘導を起こし
たものと考えられる。今後はこのメカニズムを明らかに
することで，肉腫治療に対するプラズマ照射の有効性を
検討したい。
１２０秒 間 行 い，前 培 養 されたMG-6３細 胞 の 培 養 液 と
NEAPP照射された培養液を交換した（間接照射）。照射
後48時間培養してから，Cell Counting Kit- 8 （CCK- 8 ）
（同仁科学研究所，熊本）を用いて細胞増殖能を測定し
た。測 定 には 各 well にCCK- 8  溶 液 １０μlずつ 添 加 し
て，さらに １ 時間培養後にマイクロプレートリーダーを
用いて吸光度4５０ nm で測定した。
結　果
　CCK- 8 アッセイによる細胞増殖実験ではNEAPPの直
接照射において対照群と比較して増殖抑制が有意に認め
られた（p＜０.０５）。一方，培養液のみに間接照射した群
での細胞増殖抑制は見られなかった（図 ３ ）。NEAPP照
射時間に依存して，照射後48時間までは生存細胞数が減
少した（図 4 ）。しかし照射後７２時間の値では再増殖が
確認された。
　MG-6３細胞は，対照群において，類円型および多角形
の細胞形態を示し，敷石状に密に増殖し，多層形成とな
る。しかし，NEAPP照射した細胞形態はコントロール
群に比べて細胞の輪郭が崩れ，萎縮性に変化したことが
観察された（図 ５ ）。NEAPP照射は各wellの中心部しか
照射されないため，周辺にはNEAPPの影響を受けてい
図 2　NEAPP照射の様子（中央上部が照射プローブ）
図 1　NEAPP照射装置（sampledistancefromouter
toliquidsurface:20mm）
図 4　NEAPP照射による増殖変化　*p＜0.05
図 ３ 　NEAPP直接照射と間接照射の影響　*p＜0.05
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図 5　NEAPP照射の影響
a）コントロール・24時間後 b）３0秒照射・24時間後
c）60秒照射・24時間後 d）120秒照射・24時間後
e）コントロール・48時間後 f）３0秒照射・48時間後
g）60秒照射・48時間後 h）120秒照射・48時間後
i）コントロール・72時間後 j）３0秒照射・72時間後
k）60秒照射・72時間後 l）120秒照射・72時間後
a）e）i）のコントロール群では，円形ないし多角形の細胞が多層に増殖している．
b）～ d）,f）～ h）,j）～ l）では，細胞が明らかに萎縮変化を生じている（×100）．
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